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RESUMO 
Os músculos intrínsecos da laringe (MIL) são protegidos da mionecrose em 
camundongos mdx, modelo da distrofia muscular de Duchenne (DMD). A DMD 
caracteriza-se pela mionecrose, causada pela ausência da proteína distrofina (DIS). A DIS 
se une a um complexo glicoproteínas (CDG), que auxilia na estabilidade da fibra e interage 
com proteínas reguladoras do Ca2+. O sarcolema instável dado pela ausência da DIS, 
diminuição de proteínas do CDG, desregulação de canais de Ca2+e leva ao influxo de Ca2+ 
exacerbado, associado à diminuição da homeostase do Ca2+ intracelular e capacidade do 
estresse oxidativa, resulta na mionecrose. A utrofina (Utrn), semelhante à proteína DIS, se 
conecta às proteínas do CDG, parece ter papel na agregação dos receptores de acetilcolina 
(AChRs) nas junções neuromusculares (JNM) e auxiliaria na proteção da mionecrose. 
Neste trabalho examinamos os níveis das proteínas do CDG (beta-distroglicana [b-DG], 
beta-sarcoglicana [b-SG] e alfa-sintrofina [a-SIN]), da Utrn, de canais de estoque do Ca2+ 
(SOCE; proteínas Orai e STIM1) e proteína relacionada ao estresse oxidativo na 
mitocôndria (PGC-1a) em MIL distróficos. Além disso, analisamos o padrão de 
distribuição da Utrn e AChRs nas JNM de MIL distróficos. A análise da b-DG, b-SG, a-
SIN e da Utrn pela técnica de imunohistoquímica e western blotting, mostrou que nos MIL 
distróficos os níveis da b-DG e da Utrn são normais em MIL adultos comparados com 
controle. Com envelhecimento, os níveis de proteínas do CDG e Utrn são alterados em MIL 
distróficos e parece não estar relacionado a proteção da mionecrose. Com emprego de 
técnicas moleculares e bioquímicas para análise de canais de estoque do Ca2+ (Orai e 
STIM1) e proteína do estress oxidativo na mitocôndria (PGC-1a), foram observados níveis 
aumentados de STIM1, com similar aumento da proteína calmodulina (CaM), bem como 
aumento da expressão do PGC-1a em MIL distróficos. Músculos acometidos distróficos 
apresentaram diminuição na expressão destas proteínas. Utilizando imunohistoquimica e 
microscopia confocal, foi observado que o padrão de distribuição da Utrn e dos AChRs não 
se altera nas JNM de MIL mdx. Em fibras regeneradas tanto o padrão de distribuição da 
Utrn quanto dos AChRs mostraram-se alterados. Pode-se concluir que os MIL de 
camundongos mdx apresentam manutenção dos níveis normais de proteínas do CDG e da 
Utrn, bem como o aumento de STIM1, CaM e PGC-1a, poderiam auxiliar, pelo menos em 
parte, à proteção da mionecrose.  
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ABSTRACT 
The intrinsic laryngeal muscles (ILM) are protected from myonecrosis in the mdx 
mouse model of Duchenne muscular dystrophy (DMD). The DMD is characterized by 
myonecrosis, resulting from the absence of dystrophin protein. Dystrophin links the 
cytoskeleton to a complex of glycoprotein, the dystrophin-glycoprotein complex (DGC), 
which interacts with Ca2+-dependent channels for signaling and stability of the muscle 
membrane. In the absence of dystrophin, the sarcolemma becomes instable due to a 
decrease in the DGC level, deregulation of Ca2+-dependent channels, which increase Ca2+ 
influx, decreased Ca2+-handling and oxidative stress capacity, that result in muscle fiber 
necrosis. Utrophin (Utrn), similarly to the dystrophin, conects to DGC proteins, assembles  
the acethylcoline receptors (AChRs) at the neuromuscular junctions (NMJ) and may play a 
role in dystrophic muscle sparing. In this study, we examined the levels of DGC proteins 
(beta-dystroglycan [b-DG], beta-sarcoglycana [b-SG], alpha-syntrophin [a-SIN]), Utrn, 
store-operated Ca2+ channels (SOCE; STIM1 and Orai1 proteins), and mitochondrial 
oxidative protein (PGC-1a) in dystrophic ILM. We also examined the distribution of Utrn 
and AChRs in the dystrophic ILM NMJ. Immunohistochemistry and western blotting 
analyses of b-DG, b-SG and a-SIN, and the Utrn showed normal levels in adult dystrophic 
ILM compared with adult control. In aged mice, a dramatic decrease in DGC levels was 
observed in all dystrophic muscles compared with control. There are age-related alterations 
in DGC in the ILM of mdx mice, regardless of their protection against the lack of 
dystrophin. Using biochemical and molecular techniques to analyze SOCE proteins and 
mitochondrial oxidative protein (PGC-1a), we observed increased levels of STIM1, 
associated with increased level of calmodulin (CaM), and increased level of PGC-1a in 
dystrophic ILM. Dystrophic affected muscles have decreased levels of those proteins. 
Using molecular and biochemical methods we observed that Utrn and AChRs are 
fragmented only in affected muscle fibers and remaining unchanged in dystrophic MIL. We 
conclude that in adult dystrophic MIL the rescue of the DGC, increased levels of STIM1, 
















1. INTRODUÇÃO  
 
1.1 Músculos intrínsecos da laringe 
 
Os músculos intrínsecos da laringe (MIL) possuem origem e inserção nas cartilagens 
laríngeas. Atuam no mecanismo de fonação e auxiliam na respiração, deglutição e na 
proteção das vias aéreas. À semelhança de outros músculos da cabeça e pescoço diferem 
dos músculos esqueléticos no que se refere a origem embriológica, padrão de inervação, 
arquitetura das fibras musculares, expressão de isoformas de miosinas, perfil metabólico e 
capacidade regenerativa (Asmussen et al., 1994; Lucas et al., 1995; Hoh et al., 2005; Porter 
et al., 2001). Por isto, em doenças neuromusculares e no envelhecimento os MIL se 
comportam de maneira distinta daquela dos músculos esqueléticos (DelGaudio et al., 1995; 
Goding et al., 2005; Marques et al., 2007a; Shinners et al., 2006; Thomas et al., 2008; 
2009). 
Os MIL compreendem 5 músculos cujas origens, inserções e funções diferem entre si. 
São eles: o cricotireóideo (CT), o tiroaritenóideo ou vocal (VOC), o cricoaritenóideo 
posterior (CAP), cricoaritenóideo lateral (CAL) e o interaritenóideo (IA). Funcionalmente, 
são classificados como os adutores (CAL, IA e VOC), abdutores (CAP e CT), tensor e 
relaxador (CT) da prega vocal (DelGaudio et al., 1995; Hinrichsen e Dulhunty 1982). 
Dentre os MIL, o VOC e CAL, apresentam tempo de contração semelhante aos 
músculos super rápidos do globo ocular, os extraoculares (EO) (Hinrichsen e Ryan 1982; 
Hoh et al., 2005). Por sua vez o tempo de contração do CT, tensor da prega vocal, é de duas 
à cinco vezes mais longo que aqueles dos demais MIL (Lucas et al., 1995). 
A inervação dos MIL é feita por ramos do nervo vago. Os músculos VOC, CAL, CAP 
e IA recebem inervação do nervo laríngeo recorrente, e em poucos casos, inervação 
suplementar de ramos internos e/ou externos do nervo laríngeo superior (Eichelber et al., 
1973; Maranillo et al., 2005). Dentre os MIL, o CT é inervado pelo ramo externo do nervo 
laríngeo superior (Eichelber et al., 1973; Shinners et al., 2006; Maranillo et al., 2005). 
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Os MIL caracterizam-se por pequenas unidades motoras, ou seja, pequeno número de 
fibras musculares inervadas por um neurônio motor (Perie et al., 1997; Shinners et al., 
2006; Maranillo et al., 2005; Santo Neto e Marques, 2008). As unidades motoras dos MIL 
são similares às encontradas nos músculos extraoculares (13-20 fibras por motoneurônio) 
(Porter et al., 1996) e menores que aquelas dos músculos apendiculares (100-2000 fibras 
por motoneurônio) (Maranillo et al., 2005). A grande parte das fibras dos MIL apresentam 
uma única junção neuromuscular (JNM), mas fibras com múltiplas JNM também tem sido 
encontradas (Eichelber et al., 1973; Perie et al., 1997). 
Fibras oxidativas, de contração tônica e com múltiplas JNM apresentam AChRs 
distribuídos de forma diferente daqueles das JNM dos músculos apendiculares. Estas fibras 
são comumente encontradas nos músculos EO (Porter et al., 1996; Perie et al., 1997; 
Fischer et al., 2005; Fraterman et al., 2006). O modo de inervação bem como de 
distribuição dos AChRs encontrados nos MIL  diferem dos demais músculos apendiculares. 
Em que pese as diferenças existentes entre os MIL e os músculos apendiculares, a 
intensidade com que alterações morfológicas produzidas pela idade, como redução da 
massa muscular, perda de fibras tipo I e II e aumento do tecido conjuntivo assemelham-se 
entre eles (Lexell et al., 1983). Além disto, os MIL apresentam redução na velocidade de 
contração, força e resistência ao exercício com a idade, no mesmo padrão encontrado em 
músculos esqueléticos apendiculares (McMullen et al., 2006b). 
É possível que as propriedades inerentes aos MIL expliquem porque esses músculos 
são protegidos em algumas doenças neuromusculares ou acometidos em outras, como por 
exemplo na miastenia gravis (MG), uma doença autoimune na qual os AChRs são 
acometidos, comprometendo a transmissão neuromuscular (Vincent et al., 2005). Na MG 
os músculos EO são intensamente acometidos, enquanto apenas uma parte dos pacientes os 
MIL são discretamente comprometidos. Contudo, entre estes o CT, é o mais acometido 
(Debain et al., 1968; Mao et al., 2001). É também possível que entre os MIL as 
propriedades especificas de determinados músculos, os tornem mais susceptíveis à doenças 
neuromusculares que outros (Xu et al., 2009). 
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Os MIL são protegidos em camundongos dy3k/ dy3k, modelo da distrofia muscular 
congênita do tipo I, que não expressa laminina alfa-2 na matriz extracelular (Häger et al., 
2009). Isto ocorre, possivelmente, devido ao aumento na expressão da integrina beta-5 que 
levaria ao aumento da expressão de laminina alfa-4, a qual estabilizaria o sarcolema (Häger 
et al., 2009). As integrinas, são moléculas de adesão da membrana, que associam à agrina 
no processo de agregação dos AChRs na JNM (Sanes e Lichtman, 2001). Em relação aos 
EO e músculos apendiculares, os MIL se comportam de maneira distinta diante de 
alterações moleculares juncionais e extra-juncionais. 
Em camundongos mdx, modelo da distrofia muscular de Duchenne (DMD), os MIL 
são protegidos da mionecrose, embora o músculo CT, seja parcialmente acometido 
(Marques et al., 2007a; Thomas et al., 2008; 2009; Smythe et al., 2009). Portanto, os MIL  
podem ser utilizados para o entendimento da fisiopatologia da mionecrose, bem como dos 
mecanismos potencialmente relacionados à proteção. 
 
1.2. Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) 
1.2.1 Aspectos clínicos 
 
A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença muscular genética 
hereditária, clinicamente caracterizada pela fraqueza progressiva da musculatura 
esquelética. A mutação do gene da distrofina resulta na deficiência da proteína distrofina. A 
DMD acomete um a cada 3500 meninos nascidos vivos, sendo a mais freqüente e letal 
distrofinopatia hereditária ligada ao cromossomo X (Engel, et al., 2003). A doença é 
freqüentemente diagnosticada entre 2-5 anos de vida e o paciente vai à óbito, geralmente, 
por volta da terceira década de vida, por falência cárdio-pulmonar (Engel, et al., 2003; 
Emery e Muntoni, 2003).  
No inicio da doença, a necrose das fibras musculares parece ser compensada pela 
regeneração muscular, mas com o passar do tempo ocorre uma redução da capacidade 
regenerativa. As fibras musculares são progressivamente substituídas por fibrose, com 
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perda funcional importante (Emery e Muntoni, 2003). O paciente apresenta elevação dos 
níveis de creatino quinase (CK), quedas freqüentes, hiperlordose lombar, deformidades 
articulares e pseudo-hipertrofia do tríceps sural (Engel, et al., 2003, Emery e Muntoni, 
2003). 
Em geral, toda musculatura estriada esquelética é acometida na DMD, sendo que os 
músculos de contração rápida são acometidos precocemente (Pasteret e Sebille, 1995a; 
1995b). Histopatologicamente, as fibras musculares dos pacientes portadores de DMD 
apresentam necrose, infiltrado inflamatório, fibras regeneradas com núcleo central e fibrose 
(Engel, et al., 2003, Emery e Muntoni, 2003). Os músculos EO de pacientes portadores de 
DMD são protegidos da mionecrose (Khurana et al., 1995), e clinicamente os pacientes em 
estágio tardio da DMD apresentam função normal no movimento do globo ocular 
(Kaminski et al., 2002). 
Até o momento a DMD é incurável e diversos tratamentos têm sido propostos para 
aumentar a sobrevida dos pacientes. A terapia com corticoesteróides é comumente utilizada 
para redução da inflamação e acredita-se que possa retardar o uso da cadeira de rodas em 
até dois anos, por prolongar a capacidade de deambulação (Manzur et al., 2008). Outras 
terapias  de natureza farmacológica, celular e genética estão sendo testadas objetivando a 
diminuição da necrose ou o restabelecimento da expressão da distrofina (Grounds et al., 
2008; Fairclouth et al., 2011). 
 
1.2.2 Camundongo mdx como modelo da DMD 
 
Atualmente, o modelo animal da DMD mais utilizado é o camundongo mdx 
(Fairclouth et al., 2011). O camundongo mdx (murine dystrophin X-chromosome-linked) 
foi descrito inicialmente por Bulfield e colaboradores (1984). Estudos mostram mutação do 
gene da distrofina semelhante à ocorrida na DMD (Hoffman et al., 1987a; 1987b; Sicinski 
et al., 1989; Rafael et al., 1994; Engel et al., 2003; Grounds et al., 2008). 
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Histologicamente apresentam acometimento dos músculos esqueléticos semelhante 
aos dos pacientes portadores de DMD: mionecrose, fibras regeneradas com núcleo em 
posição central e fibrose intersticial (Bulfield et al., 1984). Entretanto, camundongos mdx 
apresentam evolução da doença distinta dos portadores de DMD, com fenótipo brando da 
doença, discreta perda da função muscular e pequena diminuição do tempo de vida 
comparado ao controle (Torres e Duchen, 1987). 
O camundongo mdx é extensivamente utilizado para para compreensão da biologia 
dos músculos esqueléticos distróficos e dos mecanismos envolvidos nas distrofinopatias. O 
mdx também é utilizado na maioria dos estudos para desenvolvimento de terapias (Bulfield 
et al., 1984; Grounds et al., 2008; Fairclouth et al., 2011). 
  
1.2.3 Distrofina e Complexo Distrofina Glicoproteina (CDG) 
  
A distrofina, proteína do grupo das espectrinas com peso molecular de 427 kDa, é 
encontrada na superfície citoplasmática do sarcolema das fibras musculares e se associa 
com glicoproteínas formando um complexo distrofina-glicoproteinas (CDG) (Figura 1) 
(Hoffman et al., 1987a e 1987b; Matsumura et al., 1992; Ervasti et al., 1993a; 1993b; 
2007). A distrofina e o CDG atuam na estabilização estrutural do sarcolema, uma vez que 
conectam à F-actina com a laminina alfa-2 (LAM-a2), componente da lamina basal (Ervasti 
e Campbell, 1993). 
 O CDG é composto por diversas proteínas transmembranas e moléculas periféricas 
que se agrupam no sarcolema das fibras musculares (Ervasti et al., 1993a; 1993b; 2007). As 
distroglicanas são proteínas centrais do CDG. A alfa-distroglicana se une à LAM-a2 e na 
fase citoplasmática permite união da beta-distroglicana (b-DG) com a distrofina (Ervasti et 
al., 1993a; 1993b; 2007). Associado as distroglicanas, um grupo de sarcoglicanas e a 
proteína sarcospan auxiliam na estabilização do CDG no sarcolema. Dentre as 
sarcoglicanas, destaca-se a beta-sarcoglicana (b-SG) e gama-sarcoglicana pois permitem 
ligação da alfa-distrobrevina às sintrofinas (Ervasti et al., 1993a; 1993b; 2007). As 
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Fig. 1: Esquema do complexo distrofina-glicoproteína (CDG) no sarcolema da fibra muscular 
normal. A proteina distrofina une o meio intracellular (F-actina) à matrix extracellular 
(Laminina), através das proteinas distroglicanas (alfa e beta), sarcoglicanas (alfa, beta, gama e 
delta), sintrofinas (alfa e betal) e distrobrevina. Nota-se a presença da óxido nítrico sintase 
(NOS) que se conecta as sintrofinas. Esquema desenvolvido pelo Laboratório de Biologia 
Estrutural da Junção Neuromuscular, Departamento de Anatomia, Instituto de Biologia (IB), 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).   
sintrofinas associam-se a óxido nítrico sintase (NOS) ao longo do sarcolema extrajuncional 
e parecem associar-se as junções neuromusculares (JNM) (Punkt et al., 2007).   
 
Além do papel na estabilização estrutural do sarcolema das fibras musculares, as 
proteínas do CDG se conectam a canais iônicos de membrana, como canais de sódio, 
potássio e cálcio (Ca2+)(Connors et al., 2002; 2004). A alfa-sintrofina (a-SIN) parece 
regular a entrada de íons Ca2+ durante as contrações musculares, pela regulação de canais 
sensíveis ao estiramento da fibra muscular (SAC) (Yeung et al., 2005) e canais de estoque 
do Ca2+ (SOCE) (Vanderbrouck et al., 2007).  
 Na ausência da distrofina ocorreria uma diminuição na expressão de outras 
proteínas do CDG, o que tornaria o sarcolema da fibra muscular instável e propenso a 
lesões durante as contrações musculares (Crosbie et al., 1999; Ervasti et al., 1993a).  
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1.2.4 Fisiopatologia da DMD e homeostase do cálcio (proteínas do SOCE) 
 
A ausência da distrofina, torna o sarcolema instável e sujeito a rupturas, diminui a 
expressão das proteínas do CDG e altera canais de Ca2+. Outra conseqüência da ausência da 
distrofina é a diminuição dos níveis de proteínas responsáveis pela manutenção da 
homeostase do Ca2+ intracelular (Emery e Burt, 1980; MacLennan et al., 1991; Gills et al., 
1996; Engel et al., 2003). Em conjunto, isto produziria aumento do influxo de Ca2+, 
ativação de proteases e conseqüente mionecrose (Gills et al., 1996). 
Em músculos normais, o aumento transitório inicial de Ca2+ decorre da liberação 
dos íons pelos estoques intracelulares, que corresponde ao Ca2+ armazenado no retículo 
sarcoplasmático (RS). Nesse processo, a molécula de trifosfato de inositol se liga ao seu 
receptor no RS e estimula a liberação de Ca2+ do RS para o citosol (Berchtold et al., 2000). 
Quando os estoques intracelulares de Ca2+ são diminuídos, sinais do RS ativam canais de 
Ca2+ da membrana plasmática e resultam no influxo destes íons do meio extracelular para o 
meio intracelular. Esse mecanismo é conhecido como canais de entrada de Ca2+ operados 
por estoque (SOCE) (Jones et al., 2009). 
 O SOCE é constituído de moléculas que unem o RS aos canais de Ca2+ presentes na 
membrana plasmática, que regulam o influxo do Ca2+ para o meio intracelular (Liao et al., 
2008; Edwards et al., 2010; Kiviluoto et al., 2011). As proteínas STIM1 (molécula de 
interação estromal-1) e Orai1 são componentes do SOCE (Liou et al., 2005). A proteína 
STIM1, principal sensor do Ca2+ intracelular no SOCE, parece controlar bombas que 
regulam a entrada do Ca2+ para o RS, como por exemplo a Ca2+-ATPase do RS (SERCA) 
(Liu et al., 2001). 
Além da função de sensor de Ca2+, a proteína STIM1, atua no mecanismo de 
ativação dos canais de Ca2+ do tipo Orai1, no sarcolema (Liou et al., 2005). A Orai1 
apresenta alta afinidade aos íons Ca2+ (Liao et al., 2008), interage com a STIM1 resultando 
na ativação do SOCE, responsável pelo influxo de Ca2+ durante o relaxamento das fibras 
musculares (Penna et al., 2008; Deng et al., 2009). 
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Não há consenso sobre os níveis de Orai1 e STIM1 expressos em fibras musculares 
distróficas: enquanto em pacientes de DMD não se observaram alterações no nível de Orai1 
(Kiviluoto et al., 2011), em camundongos mdx, a expressão de STIM1 e Orai1 parece estar 
aumentada (Edwards et al., 2010). 
Em fibras musculares distróficas há diminuição da expressão de SERCA, 
desregulação do Ca2+ e prolongados tempos de relaxamento das fibras musculares, o que 
contribuiria para agravamento do fenótipo da DMD (Dowling et al., 2003). O aumento na 
expressão de SERCA em músculos distróficos parece ser um elemento importante na 
proteção contra a mionecrose (Goonasekera et al., 2011) e há aumento na expressão em 
MIL distróficos (Ferretti et al., 2009). Diferentes níveis de STIM1 poderiam, pelo menos 
em parte, influenciar a expressão de SERCA1 e auxiliar na manutenção do equilíbrio do 
Ca2+ em MIL distróficos.  
A análise dos níveis da proteínas do SOCE, Orai1 e STIM1, em fibras musculares 
dos MIL de camundongos mdx, poderão ajudar a compreender o mecanismo protetor da 
mionecrose.  
 
1.2.5 PGC-1a na DMD 
 
O coativador alfa 1 do receptor ativado por proliferador do peroxisoma (PGC-1a)   
regula a transcrição de receptores nucleares e juntamente à outros fatores transcricionais 
controla atividades mitocondriais (Handschin e Spiegelman, 2006). O PGC-1a é expresso 
em fibras musculares do tipo I e II, e controla a produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) (St-Pierre et al., 2006).  
O aumento da produção de EROs e a redução na expressão de genes antioxidantes  
contribuem para a necrose em fibras musculares (Whitehead et al., 2006). O aumento na 
expressão do PGC-1a parece inibir a produção de EROs (Irrcher et al., 2009) e, em fibras 
distróficas há diminuição no nível de PGC-1a, o que resultaria no aumento das EROs e 
redução dos antioxidantes (Handschin et al., 2007; Irrcher et al., 2009; Slesby et al., 2011). 
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Em camundongos mdx, o aumento na expressão de PGC-1a parece proteger as fibras 
musculares da necrose (Handschin et al., 2007; Selsby et al., 2011). Portanto,  o aumento da 
expressão de PGC-1a poderia melhorar a distofinopatia e retardar a progressão da DMD  
(Slesby et al., 2011).  
Além de participar dos mecanismos de mionecrose, a expressão do PGC-1a atua na  
remodelação da JNM (Wilson et al., 2005). Genes que codificam proteínas envolvidas na 
formação das JNM, como a utrofina (Utrn) são regulados pelo PGC-1a (Handschin et al., 
2007). Em camundongos distróficos, enquanto em fibras musculares que sofreram 
mionecrose e subseqüente regeneração os AChRs são fragmentados, nas fibras que não 
sofreram mionecrose, os AchRs não são fragmentados (Lyons e Slater, 1991; Marques et 
al., 2007b; 2007c).  
A expressão de PGC-1a em MIL de camundongos mdx não foi ainda examinada. 
 
1.3 Fatores potencialmente relacionados a proteção contra a mionecrose   
  
Diversas hipóteses têm sido sugeridas para explicar a proteção contra mionecrose 
em músculos distróficos (Baker et al., 2006; Porter et al., 1998). Alguns podem ser 
mencionados:  
Aumento na expressão da utrofina (Utrn): Discute-se, no momento, a possibilidade 
de que a Utrn atue como um elemento contra a mionecrose. Considerando-se que a Utrn 
está associada as proteínas do CDG,  do qual depende a estabilização do sarcolema, alguns 
autores consideram que o aumento da expressão da Utrn teria papel protetor na mionecrose 
Khurana et al., 1995; Tisley et al., 1998; Moorwood et al., 2010). Entretanto, outros 
trabalhos demonstram que o aumento da Utrn extra juncional não previne as fibras de 
sofrerem necrose (Matsumura et al., 1992; Deconinck et al., 1997x). O estudo da Utrn nos 
MIL poderia auxiliar na compreensão do quanto a elevação dos nível dessa proteína  estaria 
de fato relacionada a proteção contra a mionecrose. 
! 11!
Manutenção da homeostase do Ca2+: Em fibras musculares acometidas pela 
mionecrose, o aumento do Ca2+ intracelular parece, também, estar associado ao tempo 
prolongado de relaxamento das fibras musculares (Penna et al., 2008; Deng et al., 2009). 
Os MIL apresentam características distintas das encontradas em músculos apendiculares 
(Hoh et al., 2005; Goding et al., 2005), dentre elas destaca-se a habilidade de manutenção 
dos níveis de Ca2+ para o interior do RS (Ferretti et al., 2009). Componentes do sistema de 
estoque do Ca2+, STIM1 e Orai1, são cruciais no equilíbrio do Ca2+ no relaxamento da fibra 
muscular (Liou et al., 2005; Edwards et al., 2010). Entretanto, ainda não são 
completamente elucidados se os canais STIM1 e Orai1 poderiam estar envolvidos no 
equilíbrio do Ca2+ intracelular dos músculos protegidos da mionecrose em camundongos 
distróficos mdx.  
Aumento da capacidade de regular radicais livres: Alterações mitocondriais levam 
ao aumento de radicais livres, os quais têm papel no processo de acometimento da fibra 
muscular distrófica (Whitehead et al., 2006; Rueg et al., 2002). O PGC-1a parece regular 
radicais livres, que auxiliariam na capacidade oxidativa das fibras musculares distróficas 
(Selsby et al., 2011; Clark et al., 2009). As fibras musculares dos EO apresentam alta 
densidade mitocôndrial e aumento da expressão de genes que regulam os radicais livres, 
que estariam relacionados à proteção contra a mionecrose em fibras distróficas (Ragusa et 
al., 1996; Whitehead et al., 2006). Grande parte das fibras musculares dos MIL são 
oxidativas e apresentam alta densidade mitocondrial, sugerindo que a expressão de PGC-1a 
possa atuar como fator protetor da mionecrose em camundongos mdx.  
Preservação da integridade do sarcolema: A perda da integridade do sarcolema 
decorrente das contrações musculares é    característica das fibras em músculos distroficos 
(Petroff et al., 1993). Algumas propriedades anatômicas e funcionais dos músculos 
protegidos poderiam gerar menos lesões no sarcolema. Fibras  musculares distróficas de 
grande diâmetro teriam maior suscetibilidade à lesões (Karpati et al., 1988). Os MIL 
mesmo contendo fibras de contração super rápidas, o que aumentaria a chance de lesão da 
membrana, permanecem protegidos da mionecrose na DMD (Marques et al., 2007a; 
Thomas et al., 2009; Smythe et al., 2009). 
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Aumento da capacidade regenerativa: O aumento na população de células satélites 
e aumento da capacidade regenerativa poderiam facilitar a atividade e eficiência de reparo 
das fibras musculares. Os MIL, mesmo na ausência degeneração, apresentam células 
satélites constantemente ativadas (McLoon et al., 2003; Goding et al., 2006; Kallestad et 
al., 2011). Adicionalmente, os músculos protegidos de camundongos mdx idosos 
apresentam persistência e diferenciada população de células satélites que auxiliaria na 
resistência  ao estresse mecânico e oxidativo, possibilitando melhor resposta à regeneração 
(Kallestad et al., 2011). 
  
1.4 Junção Neuromuscular (JNM) na DMD 
 
A distrofina desempenha papel na ancoragem dos receptores de acetilcolina (AChRs) 
das junções neuromusculares (JNM) (Sanes e Lichtman, 2001) e na maturação dos 
neurotransmissores (Pilgram et al., 2009). Na JNM, a distrofina se co-localiza com canais 
de sódio nas dobras sinápticas e está ausente no topo juncional, onde a densidade dos 
receptores de acetilcolina (AChRs) está aumentada (Bewick et al., 1992; Gee et al., 1998).  
Em JNM de camundongos distróficos, os AChRs são de distribuição fragmentada 
(Torres e Duchen, 1987; Lyons e Slater, 1991; Marques et al., 2007b; 2007c) semelhante 
aquela descrita em fibras regeneradas não distróficas (Minatel et al., 2001). Entretanto, 
ainda não esta claro o quanto a distribuição dos AChRs nas JNM está sob influência direta 
da expressão da distrofina ou aos ciclos de degeneração e/ou regeneração das fibras 
musculares (Lyons e Slater, 1991; Minatel et al., 2001; Marques et al., 2007b; 2007c; 
Pertille et al., 2009). Há, também evidencias de que o modo da terminação nervosa 
determina a distribuição dos AChRs (Balice-Gordon e Lichtman, 1993; Minatel et al., 
2003).   
Durante o desenvolvimento da fibra muscular, e em fibras regeneradas a utrofina 
(Utrn), proteína homologa a distrofina,  localiza-se no sarcolema extra-juncional, enquanto 
que em fibras adultas a Utrn se restringe ao sarcolema juncional (Khurana et al., 1991; 
1999; Ohlendieck et al., 1991). A Utrn é uma proteína relacionada a distrofina e está 
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concentrada na JNM, a qual permite a ligação com as demais proteínas do CDG (Slater et 
al., 1997). A Utrn co-localiza com os AChRs e parece estar envolvida na manutenção e 
distribuição dos receptores (Slater et al., 1997; Banks et al., 2003). Entretanto, na ausência 
da Utrn, o padrão de distribuição dos AChRs não se altera sugerindo que outras moléculas,   
além da Utrn possam estar evolvidas na manutenção dos receptores (Deconinck et al., 
1997a; 1997b; Gracy et al., 1997). 
Em fibras musculares regeneradas de camundongos mdx, a expressão da Utrn está 
alterada (Porter et al., 1998) e os AChRs estão distribuídos de forma fragmentada (Lyons e 
Slater, 1991). Admite-se que as alterações nas JNM sejam decorrentes do processo de 
degeneração/regeneração  (Lyons e Slater 1991; Marques et al., 2007b; 2007c), alterações 
do CDG (Banks et al., 2008) ou mudanças na sinalização dos terminais nervosos (Santo 
Neto et al., 2003; Marques et al., 2007c). Entretanto, até o momento, não é conhecido a real 
causa das modificações juncionais em fibras musculares distróficas. 
Hipotetizamos que a proteção dos MIL distróficos poderia estar relacionada: (i) aos  
níveis aumentados das proteínas do CDG ou mesmo na proteína Utrn, que auxiliariam na 
estabilização do sarcolema; (ii) à regulação diferencial nos níveis de canais ou proteínas 
reguladoras do Ca2+, o que contribuiria para melhor homeostase do Ca2+ intracelular; e (iii) 
ao aumento na expressão de PGC-1a, o que poderia levar à diminuição na liberação de 
EROs. Além disto, os MIL distróficos protegidos da mionecrose, poderiam auxiliar o 
entendimento se a distribuição dos AChRs e da Utrn na JNM está sob influência da 


















1. Examinar os níveis das proteínas do complexo distrofina-glicoproteinas (CDG), b-
DG, b-SG e a-SIN, e da Utrn em MIL de camundongos mdx adultos.  
 
2. Avaliar se o envelhecimento levaria a alterações na expressão das proteínas b-DG, 
b-SG e Utrn em MIL de camundongos mdx. 
 
3. Examinar a expressão das proteínas SOCE (STIM1 e Orai1) e CaM em fibras 
musculares dos MIL de camundongos mdx. 
 
4. Exanimar a expressão do PGC-1a em fibras musculares dos MIL em camundongos 
mdx.  
 
5. Examinar o padrão de distribuição da utrofina e receptores de acetilcolina nas 
junções neuromusculares em músculos intrínsecos da laringe, protegidos da 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
   
3.1 Animais  
Os animais foram divididos em grupo controle (Ctrl) e distróficos (mdx). Uma parte 
dos animais (camundongos distróficos mdx [C57Bl/10Dmdmdx/PasUnib] e camundongos 
controles [C57Bl/10ScCr/PasUnib]) foi obtida no Centro Multidisciplinar para Investigação 
Biológica da Unicamp e acomodados no biotério do Departamento de Anatomia, Instituto 
de Biologia, UNICAMP. Outra  parte dos animais (camundongos mdx [C57Bl10ScSn-
Dmdmdx/J], camundongos controles [C57Bl/10ScSnJ] e ratos (Sprague Dawley) foi obtida 
no laboratório Jackson (Jackson laboratory, Bar Harbor, ME, USA) e acomodados no 
Biotério Stemmler da Universidade da Pensilvânia (Penn). Os camundongos tinham entre 
8-10 semanas (adultos) e 20 meses de idade (idosos).  Os ratos contavam com idade entre 8 
e 10 semanas (adultos) e foram utilizados para confirmação das diferenças entre os MIL e 
músculos apendiculares. 
Os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes para 
experimentação animal da Universidade Estadual de Campinas, pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal (CEEA, CEMIB, UNICAMP) sob protocolo 1463-1 (Anexo 1), 
bem como pela Universidade da Pensilvânia (Institutional Animal Care and Use Committee 
of the University of Pennsylvania School of Medicine) (Anexo 2).  
Os animais foram sacrificados com overdose de uma mistura de cloridrato de 
quetamina (130mg/kg, Francotar®, Virbac, São Paulo, Brazil) e cloridrato de xilazina 
(6,8mg/kg, 2% Virbaxil®, Virbac, São Paulo, Brazil) ou em câmara de CO2.  
 
3.2 Análise das proteínas do CDG e Utrn por imunohistoquímica: 
  
Os músculos MIL, tibial anterior (TA), extensor longo dos dedos (EDL), soleo 
(SOL) e diafragma (DIA) de camundongos controles (Ctrl; n=5) e distróficos (mdx; n=5) 
! 18!
foram dissecados, resfriados em isopentano (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) ou N-
Hexano (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) congelados em nitrogênio e armazanados em 
biofreezer (-80ºC). Os músculos foram seccionados transversalmente em criostato com 8-
10µm de espessura. As secções foram coletadas, montadas em lâminas de microscopia e 
armazenadas em -80ºC. 
 As lâminas foram retiradas do biofreezer, mantidas em temperatura ambiente por 30 
minutos, hidratadas com tampão tris-salina (TBS; Trisma base 0,05M; NaCl 0,9%; Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA) por meia hora. As secções foram permeabilizadas em Triton 
X-100 0,3% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 10 minutos e o bloqueio das 
marcações inespecíficas foi realizado em TBS/BSA (BSA 5%; TBS 0,05M, pH:7,8; Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA) por uma hora incubadas na geladeira durante a noite com 
anticorpos primários descritos (Item 3.7). Após lavar as secções com TBS, incubamos com 
respectivos anticorpos secundários (Item 3.8) por 1 hora em temperatura ambiente. As 
lâminas foram montadas com lamínulas em meio à DABCO (Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) ou VectaShield (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, USA) para análise 
em microscópio de fluorescência (Nikon, EFD3 ou Olympus BX51, Olympus). 
Algumas secções serviram de controle negativo, para tal, somente os anticorpos 
secundários foram incubados ao invés dos anticorpos primários. Não foram observadas 
marcações nestes músculos.    
 
3.2 Western Blotting 
 Os músculos foram dissecados e imediatamente acondicionados em tubos, 
congelados em nitrogênio liquido e armazenados em freezer -80ºC. Foram realizados dois 
protocolos distintos para extração das proteínas. 
 
3.2.1 Análise das proteínas do CDG e Utrn – Protocolo I:  
Os músculos MIL, TA, EDL, SOL e DIA de camundongos adultos e idosos Ctrl e 
mdx foram dissecados e homogeneizados em tampão contendo inibidores de proteases e 
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fosfatases (Triton X-100 1%; Tris-HCl 100mM, pH=7,4; Pirofosfato de sódio 100mM; 
Fluoreto de sódio 100mM; Ortovanato de sódio 10mM; EDTA 10mM e PMSF 2mM). As 
amostras foram centrifugadas à 4ºC, 11,000 rpm,  por 20 minutos. Os sobrenadantes foram 
quantificados utilizando o método colorimétrico de biureto e resuspendidos em tampão 
Laemmli (SDS 2%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,04mg/ml; Tris-HCl 0,12M, pH=6,8 
e b-mercaptoetanol 0,28M). 30mg de proteína total das amostras MIL, DIA, EDL e SOL 
foram aplicadas em gel de SDS-poliacrilamida de 8-10%. As proteínas foram transferidas 
para membranas de nitrocelulose utilizando o sistema de eletrotransferência (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, Califórnia, USA).  
As membranas foram bloqueadas em solução de leite desnatado diluídas em Tris-
HCl salina e Tween (TBS-T;  Tris-HCl 10M, pH=8; NaCl 150mM e Tween-20 0,05%) por 
2 horas. A seguir foram incubadas com anticorpo primário 12 horas à 4ºC, lavadas em 
TBS-T e incubadas com respectivos anticorpos secundários conjugados a peroxidase por 
1,5 horas. Finalmente as membranas foram incubadas em substrato para detectar bandas 
quimioluminescentes (Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois, USA). Visando controle da 
quantidade de amostras pipetadas, transferência para as membranas e marcações não 
específicas das proteínas, foram realizadas remarcações das membranas e posterior 
incubação da proteína gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).  
As imagens foram digitalizadas e convertidas em formato TIFF pelo sistema 
Syngene GBox (SYNGENE, Frederik, MD, USA). A intensidade das bandas alvos foram 
quantificadas usando o software ImageJ 1.38X (National Institutes of Health, Bethesda, 
Maryland, USA). Os Western blotting foram realizados em triplicatas, onde para cada 
repetição os músculos foram combinados de 7 animais por linhagem e idade.  
 
 3.2.2 Análise das proteínas reguladoras do Ca2+ e PGC-1a – Protocolo II:  
Os músculos MIL, CT e TA de camundongos adultos Ctrl e mdx; bem como de 
ratos foram homogeneizados em solução tampão de TNEC (Tris-HCl 5mM; NaCl 15mM; 
1% de Igepal; EDTA 2mM) combinado a inibidores de proteases e fosfatases (Complete; 
Roche Applied Science, Mannhein, Alemanha). As amostras foram centrifugadas à 4ºC, por 
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20min, 11000 rpm, o sobrenadante foi coletado e armazenado em -80ºC. A determinação da 
concentração de proteínas foi realizada utilizando o sistema DC assay (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, Califórnia, USA) por método colorimétrico de Lowry (Lowry et al., 
1951). 
A eletroforese foi feita utilizando o sistema de gel NuPage 8-12% (Invitrogen, 
Grand Island, NY, USA), onde 30mg de proteína foi diluída em tampão Laemmli (Laemmli 
et al., 1970). O gel foi transferido para membranas de nitrocelulose e em seguida as 
membranas foram coradas com Ponceau S (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e os géis 
corados com azul de coomassie (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) para verificação da 
eficácia da transferência e nível similares das proteínas nas membranas. A marcação do 
Ponceau S foi retirada através de lavagem com com TBS-T, seguida de bloqueio em 
solução de leite desnatado e TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. A incubação dos 
respectivos anticorpos primários foi feita durante a 12 horas, temperatura 4ºC em rotor a 
60rpm. 
 Após incubação dos anticorpos primários, as membranas foram lavadas com TBS-T 
e  apropriados anticorpos secundários foram incubados em leite desnatado e TBS-T por 1,5 
horas. A detecção das bandas foi feita por quimioluminescencia (Pierce Biotechnology, 
Rockford, Illinois, USA) e as imagens foram digitalizadas utilizando o equipamento LAS-
3000 (Fuji Image, Japão). Os arquivos foram convertidos para o formato TIFF e para a 
quantificação das as bandas foi empregado o software ImageJ 1.38X (National Institutes of 
Health, Bethesda, Maryland, USA). Os Western blotting foram realizados em duplicatas, 
com o qual, para cada repetição os músculos foram combinados de 10 animais por 
linhagem para os camundongos e 5 animais para os ratos. 
 
3.3 PCR em tempo real  
  
O extração do RNA foi realizada pelo método guanidina tiocinato-fenol-
cloroformio modificado (Chomczynski e Sacchi, 1987) combinado  com o método de 
! 21!
purificação de RNAs por colunas (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Turnberry Lane Valencia, 
CA, USA).  
Para tal os músculos MIL, CT e TA de camundongos adultos Ctrl (n=8) e mdx 
(n=8); bem como de ratos (n=8) foram dissecados e imediatamente preservados em 
RNAlater (Ambion, Grand Island, NY, USA), mantidos em 4ºC por 24 horas e 
armazenados em -20ºC até o dia da extração, quando foram retirados da solução de 
RNAlater e homogeneizados por politron em Trizol (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). 
As soluções foram  centrifugadas e misturadas em 1-bromo 3-cloropropano (BCP; Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA). A seguir foram centrifugadas durante 10min, em 12000rpm 
à 4ºC, e a fase aquosa superior foi transferida para tubos onde recebeu adição de álcool 
70%. Os RNAs foram então purificados em colunas RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit, 
seguindo orientações do fabricante (Qiagen, Turnberry Lane Valencia, CA, USA) e em 
seguida foi eluido em 30-40µl de água livre de RNAse (Invitrogen, Grand Island, NY, 
USA), aliquotado e armazenado em biofreezer -80ºC. 
 A concentração de RNA foi avaliada usando 2µl das amostras em NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) com razão entre 260/280 entre 1,8 e 2,1; e 
razão 260/230 igual ou superior à 1,8. As amostras foram analisadas em Bioanalisador 
Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), com integridade do RNA 
(RIN) entre 7 e 10 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 
Os RNA totais foram convertidos em DNA completar (cDNA) pelo o kit 
SuperScript II (Invitrogen, Grand Island, NY, USA), utilizando random primers em termo 
ciclador PTC-200 (MJ Research, St Bruno, Quebec, Canadá).  
Os RNA totais (5 µg) foram incubados em mistura de desorribonuleotídeo 
trifosfatado (dNTPs) e random primers durante 5 minutos à 65ºC e após um minuto em 
gelo, misturados aos demais tampões por 2 minutos à 25ºC. Após adição da transcriptase 
reversa durante 50 minutos à 42ºC, a reação foi terminada 15 minutos à 70ºC. Os resíduos 
de RNA foram eliminados após adição de RNAase H durante 20 minutos à 37ºC. Os cDNA 
foram estocados em freezer -20ºC para posterior realização dos ensaios PCR em tempo 
real.  
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O PCR em tempo real foi utilizado para análise relativa da expressão de genes 
Orai1, STIM1 e CaM em camundongos controles e distróficos através de ensaios TaqMan 
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) (item 3.4). O método utilizado foi o ΔΔCT e os 
cálculos para determinação dos níveis relativos de expressão dos genes foram feitos 
automaticamente pelo Software SDS 7300 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 
utilizando o 18S como gene de referencia e TA controle como calibrador.  
 
3.4 Primers para ensaios TaqMan 
  
Gene Orai1; tamanho do amplicon: 150; identificação do ensaio: 
Mm00774349_m1; Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA; 
 Gene STIM1; tamanho do amplicon: 140; identificação do ensaio: 
Mm00486423_m1; Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA; 
 Gene Calmodulina; tamanho do amplicon: 134; identificação do ensaio: 
Mm01336281_g1; Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA; 
Gene Ppargc1a (PGC-1a);  tamanho do amplicon: 68; identificação do ensaio: 
Mn01208835_m1; Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA; 
18S TaqMan ribosomal RNA control reagents, #4308329; Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA. 
 
 
3.5 Preparo dos músculos para análise das Junções Neuromusculares (JNM)  
  
Animais adultos (2 meses) controles (Ctrl; n=10) e distróficos (mdx; n=10) foram 
sacrificados com overdose da mistura de anestésicos cloridrato de quetamina (130mg/kg, 
Francotar®, Virbac, São Paulo, Brazil) e cloridrato de xilazina (6,8mg/kg, 2% Virbaxil®, 
Virbac, São Paulo, Brazil), perfundidos por via intracardíaca com PBS seguido de fixação 
com paraformaldeido 2%. 
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 Os músculos foram posicionados em placas Sylgard e lavados em PBS. Após 
inativação do fixador com glicina 1% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), os músculos 
foram incubados com rodamina conjugada alfa bungarotoxina (Rh-BTX; Molecular Probes, 
1mg/mL), diluída 1:500 em solução soro albumina bovina e PBS (PBS/BSA; PBS 0,1M; 
pH 1,8 e BSA 1%) e posteriormente lavados com PBS. Foi realizado bloqueio de 
marcações inespecíficas por 2 horas (glicina 1%, BSA 3% e 0,6% Triton X-100 em PBS; 
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), seguido de incubação com anticorpo primário para 
utrofina (1:50 em PBS/BSA) ou anticorpo anti-neurofilamento (1:50 em PBS/BSA) (item 
3.7). Após lavar em PBS, os músculos foram incubados por 2 horas com respectivo 
anticorpo secundário conjugado a fluoresceína (1:300 em PBS/BSA) (item 3.8). As 
amostras finalmente foram lavadas em PBS e montadas em meio DABCO (Sigma Aldrich, 
St. Louis, MO, USA) para posterior observação em microscopia confocal. Algumas 
amostras foram incubadas somente com anticorpo secundário para identificação de 
marcação inespecífica, e não foi possível observar estruturas.  
 
3.6 Análise das JNM  
  
A análise do padrão de distribuição dos receptores de acetilcolina (AChRs) das 
junções neuromusculares (JNM), bem como o padrão de marcação da Utrn e terminal 
nervoso foi realizada por meio de microscopia confocal à laser. Foram analisadas 150 JNM 
por amostra. O sistema confocal (LSM-510, Zeiss, Welwyn Garden City, UK) equipado 
com lasers de argônio (Ar, 488nm) e neônio (HeNe, 543nm) foi utilizado para observar as 
JNM dos MIL e STN controles e distróficos. O comprimento de onda de 488nm foi 
utilizado para observar as marcações da Utrn e terminal nervoso conjugados a fluoresceína, 
e 568nm para as marcações dos AChRs conjugados a rodamina. Foi utilizado o sistema 
LSM-510 para aquisição e processamento das imagens. Os ajustes de brilho, contraste e 
diâmetro da íris foram ajustados e mantidos inalterados durante todas observações. As 
imagens foram analisadas e coletadas em objetiva de 40X/1.3 em imersão à óleo com 
ajustes no zoom de 1,0 – 4,0. Secções ópticas únicas e projeções das imagens foram usadas. 
Para a aquisição das imagens em projeção, secções ópticas (de 1 a 2 mm de espessura) 
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foram obtidas do topo à base das JNM. Há cada secção óptica (resolução de 1024x1024) foi 
adicionada uma série “z” com 8-9 imagens e através do software realizamos a construção 
de uma imagem única dos JNM. 
 
3.7 Anticorpos primários 
  
Anti-beta-distroglicana, monoclonal camundongo, NCL-b-DG, Novocastra; 
 Anti-beta-sarcoglicana, monoclonal camundongo, Novocastra, NCL-b-SG; 
 Anti-Utrofina, monoclonal camundongo, Novocastra, NCL-DRP2; 
Anti-Neurofilamento, monoclonal camundongo, Sigma Aldrich, N 5389; 
Anti-Alfa Sintrofina, policlonal de cabra, Santa Cruz Biotechnology, N-19; 
Anti-Orai1 (CT), policlonal coelho, ProSci Incorporated, #4281; 
 Anti-STIM1, policlonal coelho, ProSci Incorporated, #4119; 
 Anti-Calmodulina, policlonal coelho, ThermoScientific, MA30918; 
 Anti-PGC1 alfa, monoclonal coelho, abcam, ab54481;   
 Anti-GAPDH, policlonal coelho, Santa Cruz Biotechnology. 
 
 
3.8 Anticorpos secundários 
  
Anti-mouse IgG FITC, Sigma Aldrich, F-0257; 
Anti-mouse IgG HRP, KPL; #214-1806; 
Anti-coelho IgG HRP, KPL; #474-1506; 
Anti-coelho IgG HRP, Jackson ImmunoResearch, #111-035-003; 
 Anti-cabra IgG Alexa-Fluor-546, Molecular Probes, A-11010;! 
 
3.9 Análise Estatística 
  
Os valores dos níveis das proteínas foram analisados utilizando o programa BioStat 
5,0 ou GraphPad Prism 5, sendo que a comparação entre os grupos foi realizada através do 
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test-t de Student; e a comparação entre amostras foi realizada por teste ANOVA, seguido 
de test-t de Student, com p≤0,05. 
Os dados obtidos do PCR em tempo real foram analisados pelo cálculo da média da 
diferença (FC; fold-change) entre os grupos e utilizando-se do test-t Student, consideramos 
valores estatisticamente significantes quando p≤0,05. 
Os dados das JNM foram analisados utilizando o programa BioStat 5,0. Os valores 
representados pela media ± desvio padrão, sendo que a comparação direta entre as medias 
dos dois grupos foi realizada utilizando-se test-t de Student, ou a comparação entre 



















4.1 Distribuição de b-DG e b-SG  
  
Nos MIL adultos controles e distróficos a b-DG e b-SG foram identificadas no 
sarcolema extra-juncional (Fig. 2). Nos músculos afetados (DIA, EDL e SOL; Fig. 3) foram 
observadas escassas fibras positivas à marcação da b-DG. A distribuição da b-SG foi 
aparentemente semelhante entre músculos acometidos adultos controles e distróficos (DIA, 
EDL e SOL; Fig. 4).  
Figura 2. . Detecção por imunofluorescência das proteínas beta-distroglicana (b-DG; A e B) e beta-
sacorglicana (b-SG; C e D) em músculos intrínsecos da laringe (MIL) adultos controle (Ctrl) e distróficos 
(mdx). Observamos distribuição similar das proteínas b-DG e b-SG no sarcolema extra-juncional das fibras 
























 Figura 3. Detecção por imunofluorescência da proteína beta-distroglicana (b-DG) nos músculos 
diafragma (DIA; A e B), soleo (SOL; C e D) e extensor longo dos dedos (EDL; E e F) adultos controle 
(Ctrl) e distróficos (mdx). Nota-se a presença aparentemente diminuída da b-DG no sarcolema extra-
























 Figura 4. Detecção por imunofluorescência da proteína beta-sarcoglicana (b-SG) nos músculos diafragma 
(DIA; A e B), soleo (SOL; C e D) e extensor longo dos dedos (EDL; E e D) adultos controle (Ctrl) e 
distróficos (mdx). Observamos aparente normalidade no padrão de distribuição da b-DG no sarcolema 





4.2 Distribuição da utrofina  
  
Nas JNM de músculos apendiculares, diafragma e MIL de animais adultos controle, 
a distribuição da Utrn foi restrita ao sarcolema juncional co-localizando-se aos AChRs (Fig. 
5 A-C). Em MIL de adultos distróficos, a Utrn foi observada no sarcolema juncional, co-
localizada com os AChRs, sendo que somente em algumas fibras, a Utrn foi encontrada no 
sarcolema extra-juncional (Fig. 5 D-F). Nas JMN dos DIA, SOL e EDL de camundongos 
mdx a Utrn foi observada tanto no sarcolema juncional co-localizada com os AChRs, 
quanto no extra-juncional (Fig. 5).  
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Figura 5. Secção transversa dos músculos intrínsecos da laringe (MIL), soleo (SOL) e extensor longo dos 
dedos (EDL) e diafragma (DIA) de animais controle (Ctrl) e distróficos (mdx) para marcação dos 
receptores de acetilcolina (AChRs; vermelho) e utrofina (Utrn; verde). Nos músculos controles, a Utrn foi 
restrita a junção neuromuscular, como indicado pela co-localização com AChRs (Merged; amarelo). 
Músculos adultos distróficos mostraram localização juncional e extra-juncional da Utrn. AChRs foram 
marcados com rodamina conjugada a bungarotoxina. Barra de escala = 50µm. 
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4.3 Distribuição de alfa-sintrofina 
  
Os músculos MIL e TA controle adultos apresentam distribuição da proteína alfa-
sintrofina (a-SIN) tanto no sarcolema juncional, co-localizado com AChRs, quanto no  
extra-juncional (Fig. 6). Em MIL de camundongos adultos controles e dos distróficos a a-
SIN foi encontrada no sarcolema juncional e extra-juncional. Nos músculos TA de 
camundongos adultos distróficos a presença de a-SIN se restringiu ao sarcolema juncional 


















Figura 6. Detecção por imunofluorescência para proteína alfa-sintrofina (a-SIN; verde) e receptores de 
acetilcolina (AChRs; vermelho) em músculos intrínsecos da laringe (MIL) e tibial anterior (TA) de 
camundongos controle (Ctrl) e distrófico (mdx). Nota-se a presença co-localizada de a-SIN e AChRs (Merged; 




4.4 Níveis das proteínas do CDG  e utrofina  
  
Nos MIL de camundongos adultos os níveis de b-DG,  b-SG e Utrn não diferiram 
entre mdx e controle (Fig. 7; p>0,05). No DIA, SOL e EDL houve diminuição da b-DG 
(p≤0,05), aumento da Utrn (p≤0,05), enquanto o nível de b-SG não se alterou (p>0,05). 
 Nos MIL de camundongos idosos mdx os níveis de b-DG e b-SG diminuíram e o 
nível de Utrn aumentou em relação aos controles  (Fig. 8; p≤0,05). Nos DIA, SOL e EDL 
de camundongos idosos mdx houve diminuição da b-DG (p≤0,05), diminuição da b-SG 




Figura 7. Níveis das proteínas (A) beta-distroglicana (b-DG; 43kDa), beta-sarcoglicana (b-SG; 43kDa) e utrofina (Utrn; 395kDa) em 
músculos intrinsecos da laringe (MIL), diafragma (DIA), soleo (SOL) e extensor longos dos dedos (EDL) de camundongos adultos 
distróficos (mdx) e controle (Ctrl). (B) Os valores das bandas foram calculados por densitometria e normalizados aos da proteína 
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). * Diferença significante comparado com o controle (test t Student, com P<0,05). !
!!!!!!
Figura 8. Níveis das proteinas (A) beta-distroglicana (b-DG; 43kDa), beta-sarcoglicana (b-SG; 43kDa) e utrofina (Utrn; 395kDa) em 
músculos intrinsecos da laringe (MIL), diafragma (DIA), soleo (SOL) e extensor longos dos dedos (EDL) de camundongos idosos 
distróficos (mdx) e controle (Ctrl). (B) Os valores das bandas foram calculados por densitometria e normalizados aos da proteína 
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). * Diferença significante comparado com o controle (test t Student, com P<0,05). !
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4.5 Níveis das proteínas do CDG e da utrofina com o envelhecimento  
 
Nos MIL de camundongos idosos controle houve redução dos níveis da b-DG, b-SG 
e Utrn enquanto nos camundongos mdx houve redução dos níveis da b-SG e Utrn  e o nível 
de b-DG não se alterou (Tabela 1).  
Com o envelhecimento dos camundongos controles, houve uma redução do nível de 
b-DG no EDL e redução no nível de Utrn no DIA, SOL e EDL. Não houve diferença no 
nível de b-SG nos músculos apendiculares ou diafragma (Tabela 1).  
Com o envelhecimento dos camundongos mdx, houve redução do nível de b-DG no 
SOL; diminuição no nível de b-SG no DIA e EDL; e diminuição no nível de Utrn em todos 







Tabela 1: Efeito do envelhecimento nos níveis das proteínas beta-distroglicana (b-DG), beta-
sarcoglicana (b-SG) e utrofina (Utrn) nos músculos intrínsecos da laringe (MIL), diafragma (DIA), 
soleo (SOL) e extensor longo dos dedos (EDL) de camundongos controles (Ctrl) e distróficos 
(mdx). Houve diminuição dramática dos níveis de Utrn em todos músculos esqueléticos controle e 
distróficos (MIL, DIA, SOL e EDL). A b-SG sofre diminuição com o envelhecimento nos músculos 
controles (MIL e SOL) e distróficos (MIL, DIA e EDL). O envelhecimento parece desregular os 







  Idoso vs. Adulto 
    Média±SEM Valores de p 
MIL Ctrl b-DG 0,8±0,16 < 0,05 
 b-SG 0,3±0,09 < 0,05 
  Utrn 0,1±0,04 < 0,05 
MIL mdx b-DG 0,7±0,23 n.s 
 b-SG 0,1±0,02 < 0,05 
  Utrn 0,4±0,10 < 0,05 
DIA Ctrl b-DG 2,3±1,07 n.s 
 b-SG 1,1±0,41 n.s 
  Utrn 0,4±0,11 < 0,05 
DIA mdx b-DG 3,1±1,07 n.s 
 b-SG 0,2±0,08 < 0,05 
  Utrn 0,2±0,08 < 0,05 
SOL Ctrl b-DG 1,3±0,54 n.s 
 b-SG 1,0±0,40 < 0,05 
  Utrn 0,3±0,10 < 0,05 
SOL mdx b-DG 0,4±0,08 < 0,05 
 b-SG 0,4±0,15 n.s 
  Utrn 0,2±0,03 < 0,05 
EDL Ctrl b-DG 0,4±0,06 < 0,05 
 b-SG 0,9±0,35 n.s 
  Utrn 0,3±0,06 < 0,05 
EDL mdx b-DG 2,6±1,51 n.s 
 b-SG 0,3±0,19 < 0,05 
  Utrn 0,2±0,05 < 0,05 !
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4.6 Quantificação da expressão de Orai1, STIM1 e CaM em MIL por PCR em tempo 
real 
  
A comparação entre camundongos mdx e controle mostrou que nos MIL houve 
aumento na expressão de STIM1 e CaM, e não alteração no nivel de Orai1; no CT houve 
aumento de STIM1 e CaM, com diminuição de Orai1; e no músculo TA houve diminuição 
de STIM1 e CaM, com nível de Orai1 não estatisticamente diferente (Tabela 2). 
 
Tabela 2. Expressão relativa de Orai1, STIM1 e calmodulina (CaM) em músculos intrínsecos da laringe 
(MIL), cricotireóideo (CT) e tibial anterior (TA) de camundongos controles (Ctrl) e distróficos (mdx). 
Diferença na expressão dada em  média da diferença ±  média do erro padrão (FC ± SEM). p≤0,05.  !
Genes MIL CT TA 
 mdx vs. Ctrl mdx vs. Ctrl mdx vs. Ctrl 
 FC±SEM Significancia FC±SEM Significancia FC±SEM Significancia 
Orai1 1,2±0,35 n.s 0,6±0,16 p≤0,05 1,4±0,31 n.s 
STIM1 1,0±0,27 p≤0,05 1,1±0,36 p≤0,05 0,8±1,12 p≤0,05 
CaM 1,9±0,31 p≤0,05 1,2±0,16 p≤0,05 0,8±0,05 p≤0,05 !
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4.7 Níveis das proteínas Orai1, STIM1 e CaM  
  
Da comparação entre os músculos de camundongos mdx e os músculos controles, 
observamos que nos MIL houve aumento no nível da CaM e STIM1 (p≤0,05), e que o de 
Orai1 não foi  diferente entre eles (Fig. 9; p>0,05). No CT, não houve diferença estatística 
nos níveis protéicos de Orai1, STIM1 e CaM (p>0,05). No músculos TA, os níveis de 
STIM1 e CaM diminuiram nos mdx (p≤0,05) e o nível da proteína Orai1 não foi diferente 






































Figura 9. Níveis das proteínas (A) Orai1, STIM1 e CaM nos músculos intrínsecos da 
laringe (MIL), cricotireóideo (CT) e tibial anterior (TA) de camundongos adultos 
controles (Ctrl) e distróficos (mdx). (B) Os valores das bandas foram calculados por 
densitometria e normalizados aos da proteína gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase 
(GAPDH). * Diferença significante comparado com o controle (test t Student, p≤0,05)  !
! 41!
4.8 Níveis das proteínas Orai1, STIM1 e CaM em fibras musculares de ratos 
  
No MIL e CT de ratos houve aumento do nível de STIM1 e CaM, com diminuição 
de Orai1 quando comparado com o TA. (Fig. 10).  
Figura 10. (A) Níveis dos canais de estoque de Ca2+, Orai1 e STIM1, bem como níveis da proteina 
calmodulina (CaM) nos músculos intrínsecos da laringe (MIL), cricotireóideo (CT) e tibial anterior 
(TA) de ratos adultos. (B) Os valores das bandas foram calculados por densitometria e normalizados 
aos da proteína gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). * Diferença significante  (test t 
Student, com p≤0,05). !
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4.9 Quantificação da expressão de PGC-1a em MIL por PCR em tempo real 
  
Nos MIL e CT de camundongos mdx, a expressão de PGC-1a foi aumentada em 
relação ao controle (p≤0,05). No TA distrófico houve diminuição na expressão do PGC-1a 



















Figura 11. Expressão relativa do PGC-1 alfa (PGC-1a) em músculos intrínsecos da laringe (MIL), 
cricotireóideo (CT) e tibial anterior (TA) de camundongos controles (Ctrl) e distróficos (mdx). Diferença na 
expressão foram dadas em média da diferença ± erro padrão (FC ± SEM). * p≤0,05. 
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4.10 Níveis das proteínas PGC-1a 
  
Nos camundongos mdx, o nível de PGC-1a aumentou no MIL (p≤0,05), diminuiu 







Figura 12. (A) Níveis de PGC-1 alfa (PGC-1a) em músculos intrínsecos da laringe (MIL), cricotireóideo (CT) 
e tibial anterior (TA) de camundongos controles (Ctrl) e distróficos (mdx). (B) Os valores das bandas foram 






Figura 13. Distribuição da Utrofina (Utrn; verde) e do receptores de acetilcolina (vermelho; AChRs) por 
microscopia confocal da junção neuromuscular dos músculos intrinsecos da laringe (MIL) e 
esternomastóideo (STN) controle (Ctrl) e distróficos (mdx). Algumas marcações pré-sinápticas da Utrn 
foram observadas (seta em A e G), possivelmente correspondente à marcação do axônio terminal 
(Khurana et al., 1991). Note a distribuição da Utrn em ilhas nos músculos STN afetados (cabeça seta em 
J). Barra de escala = 10µm.  
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4.11 Padrão de distribuição da utrofina na JNM  
 
O padrão da Utrn nos MIL e STN controle (Fig. 13 A-C; G-I) e MIL distróficos 
(Fig. 13 D-F) foi distribuído em braços contínuos. Os AChRs em forma de braços 
contínuos ou pretzel foram caracterizados como sendo receptores em projeções alongadas 
em formato de canais que correm em diversas orientações ao longo da fibra muscular. Nas 
JNM do STN distróficas o padrão de distribuição da Utrn foi encontrada fragmentada, com 
agrupamentos dos receptores em forma de ilhas (Fig. 13J-L). O padrão em ilha foi 
caracterizado por AChRs ovais ou arredondados com bordas fluorescentes e centro 
enegrecido. !
4.12 Padrão de distribuição dos receptores de acetilcolina 
4.12.1 Análise qualitativa 
 
As JNM observadas nos músculos adultos controles e distróficos mostraram 
agregações dos AChRs distribuídas em braços contínuos (Fig. 14A, 14B e 14G), placas 
(Fig. 14C e 14D) e ilhas (Fig. 14H). Os AChRs dos MIL adultos e distróficos mostraram 
padrão de distribuição em braços contínuos (Tabela 3), similar ao encontrado nos músculos 
controles STN (Fig. 14G) e MIL(Fig. 14A). Os receptores em STN de camundongos mdx 
estavam distribuídos em forma em ilhas (Fig. 14H). Alguns AChRs nos MIL controles e 
distróficos distribuíram-se em placas continuas (Fig. 14C e 14D). As terminações nervosas 
preenchem os receptores de acetilcolina nos músculos MIL (Fig. 14E-F) e STN (Fig. 14I-J).  
 
4.12.1 Análise quantitativa  
As JNM dos MIL controle e distroficos mostraram 55-58% dos AChRs distribuídos 
em braços contínuos, com comprimento aproximadamente de 19,03±4,27 µm e largura de 
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4,4±1,18 µm (razão comprimento/largura: 4,3; Tabela 3). Cerca de  40-45% dos AChRs 
tiveram padrão de distribuição em placas, com comprimento de aproximadamente 30 µm e 
largura de 10 µm (razão comprimento/largura: 3). Os STN controles tiveram valores 
similares aos encontrados nos MIL controle e distróficos. Os STN distróficos mostraram 
totalidade dos AChRs distribuídos em ilhas, com comprimento de 7,25±1,66 µm e largura 
4,85±1,29 µm (razão comprimento/largura: 1,49; Tabela 3). Observamos diferenças 
estatisticamente significantes no comprimento e largura dos AChRs dos MIL controle e 
distróficos em relação ao STN distróficos (p≤0,05). !
! !
Tabela 3: Comprimento e largura dos receptores de acetilcolina (AChRs) em braços contínuos e ilhas nos músculos intrínsecos 
da laringe (MIL) e esternomastóideo (STN) de camundongos controle (Ctrl) e distróficos (mdx). 
 
  
Valores estão representados pela media ± desvio padrão (n=150 junções neuromusculares) 
A Diferença significativa do esternomastóideo mdx distrófico (p≤0,05; ANOVA); 
B Diferença significativa do esternomastóideo controle e distrófico (p≤0,05; ANOVA); 
C Diferença significativa dos respectivos controles (p≤0,05; test t Student); 
D Razão entre comprimento e largura ≤ 1,5 foi usado para classificação dos receptores de acetilcolina (AChRs) em ilhas 
(Marques et al., 2007); 
E As placas tiveram comprimento de 30µm e largura de aproximadamente 10µm (veja Fig.14).  !
 Ctrl  Mdx 
 MIL STN  MIL STN 
Comprimento (µm) 19,13 ± 4,32 A 17,28 ± 4,59  20,03 ± 4,27 B 
7,25 ± 1,66  
C 
Largura (µm) 4,4 ± 1,42 4,26 ± 1,06  4,71 ± 1,18 4,85 ± 1,29 C 
Comprimento/ Largura D 4,35 4,05  4,25 1,49 


















Figura 14. Distribuição dos receptores de acetilcolina (vermelho; AChRs) e terminal nervoso (verde) 
observados por microscopia confocal das junções neuromusculares dos músculos intrinsecos da laringe 



















O presente trabalho, no geral, mostra que os MIL de camundongos mdx adultos 
apresentam, distintamente dos músculos apendiculares e diafragma, níveis normais das proteínas 
b-DG e Utrn. Com o envelhecimento, os MIL apresentam alterações similares aos demais 
músculos distróficos. Observamos que os MIL apresentam aumento nos níveis de proteínas que 
regulam o estoque do Ca2+ (STIM1) e aumento de CaM. Isto, associado ao aumento nos níveis de 
PGC-1a, poderiam auxiliara uma melhor regulação do Ca2+ intracelular e o estresse oxidativo. O 
padrão de distribuição da Utrn e dos AChRs na JNM de MIL distróficos não está alterada como 
observado em fibras musculares regeneradas.   
 
5.1 Distribuição de proteínas do CDG e utrofina (Utrn) 
  
O envolvimento das proteínas do CDG é bem conhecido nas distrofinopatias. A ausência 
da distrofina leva a uma redução dos componentes do CDG, como as distroglicanas e 
sarcoglicanas tanto em pacientes com DMD quanto em camundongos mdx (Ervasti e Campbell, 
1993; Engel et al., 2003). Neste trabalho os níveis de expressão da b-DG encontrados em 
músculos apendiculares distróficos estão de acordo com achados prévios (Ervasti e Campbell, 
1993; Engel et al., 2003).  
A diminuição dos níveis das distroglicanas e sarcoglicanas pioram o grau de 
acometimento das fibras musculares (Engel et al., 2003). Contrariamente, o restabelecimento da 
expressão de distroglicanas e/ou sarcoglicanas melhora o fenótipo da doença (Straub et al., 1997; 
Durbeej et al., 1998). Nos EO distróficos o aumento dos níveis de expressão da b-DG  resulta na 
proteção a mionecrose (Porter et al., 1998; Dowling et al., 2003; Pertille et al., 2009). Neste 
estudo a distribuição e os níveis de b-DG e b-SG  nos MIL adultos distróficos não foram 
diferentes daquelas dos respectivos controles. Estes achados estão de  acordo com os descritos em 
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músculos crânio-faciais distróficos, como por exemplo o músculo masseter e língua (Muller et 
al., 2001; Dowling et al., 2002). 
Estudo anterior, através do uso de imunohistoquímica,  mostrou que no CT de 
camundongos mdx adultos, há redução da b-DG (Smythe et al., 2009). Nossas observações pela 
técnica de imunohistoquimica e western blotting mostram que os níveis de b-DG  nos MIL 
(incluindo-se o CT) de animais distróficos não diferem daqueles observados em camundongos 
sadios adultos (Suplemento S1). É possível que os níveis normais de b-DG seja um dos fatores de 
proteção contra a mionecrose em MIL de camundongos mdx adultos. 
Os níveis de b-SG, por nós encontrados em todos os músculos distróficos (MIL, 
apendiculares e diafragma) não diferem daqueles encontrados nos correspondentes músculos de 
camundongos adultos controles. Isto esta em acordo com estudos genômicos (Turk et al., 2005; 
Li et al., 2009), mas não corresponde ao observado em pacientes portadores de DMD onde a b-
SG mostrou-se diminuída (Engel et al., 2003). É possível que as diferenças entre nossos achados 
e aqueles da DMD deva-se ao grau de acometimento da doença que é branda nos camundongos 
com 2 meses de idade.   
Na DMD a distribuição da Utrn está aumentada ao longo do sarcolema extrajuncional  em 
fibras regeneradas de músculos apendiculares (Helliwell et al., 1992). O aumento Utrn parece 
estar relacionado à tentativa de reparo da fibra. Apesar disto, parece que a Utrn tem papel 
limitado na proteção da fibra muscular distrófica (Weir et al., 2002). Neste trabalho observamos 
aumento da expressão da Utrn nos músculos apendiculares e diafragma de camundongos mdx 
adultos permitindo-nos sugerir que o aumento na expressão da Utrn  não previne a mionecrose 
nesses musculares.   
Nos EO de camundongos mdx à proteção a mionecrose pode ser devida ao aumento no 
nível de Utrn  (Khurana et al., 1995; Porter et al., 1998), que por sua vez seria conseqüente ao 
modo de inervação e características bioquímicas das fibras (Porter et al., 1998; Khanna et al., 
2003).  Estudo anterior mostrou que a Utrn não está alterada no CT de camundongo mdx 
(Thomas et al., 2008), não obstante os MIL apresentarem propriedades bioquímicas e modo de 
inervação similar aos EO (McLoon et al., 2007; Goding et al., 2005). Neste estudo observamos 
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que nos MIL distróficos adultos os níveis de Utrn foram similares aos controles. Assim, nossas 
observações não suportam a idéia de que o aumento da Utrn estaria relacionado a proteção da 
mionecrose em MIL de camundongos adultos distróficos.    
 
5.2 Expressão das proteínas do CDG e Utrn no envelhecimento 
  
Fibras musculares sofrem alterações com a idade, em especial na fase tardia da vida. As 
alterações morfológicas comumente observadas são: (i) redução na massa muscular (Lexel et al., 
1986; 1988); (ii) diminuição na porcentagem de fibras do tipo I e tipo II (Lexel et al., 1986; 
1988); (iii) preferencial atrofia das fibras do tipo II (Lexel et al., 1988; Deschenes et al., 2004); 
(iv) e aumento do tecido conjuntivo (Lexel et al., 1986). Conseqüentes a isto há alterações da 
função muscular, como por exemplo: redução na velocidade, força e capacidade de alongamento, 
bem como na resistência as contrações musculares (Larsson et al., 1995; Frontera et al., 1991). 
Durante o envelhecimento os MIL, em especial o VOC e CAP, também sofrem 
modificações: apresentam atrofia muscular, perda de fibras, aumento do metabolismo glicolítico 
e alterações mitocondriais (Andrade e McMullen, 2006; Thomas et al., 2008). Além das 
alterações morfológicas e funcionais há também evidencias de que mudanças na expressão das 
proteínas do CDG influenciam o mecanismo de envelhecimento de fibras musculares (Rice et al., 
2005; 2006).  
Neste estudo, observamos que em camundongos mdx idosos as expressões das proteínas 
do CDG, b-DG e da Utrn alteram-se igualmente nos MIL e nos músculos apendiculares. De fato, 
observamos redução dos níveis das proteínas, o que estaria associado a sarcopenia, comumente 
encontrada no envelhecimento (Grounds et al., 1998). Em relação a Utrn, a diminuição também 
estaria relacionada as mudanças estruturais das JNM, uma vez que estas se modificam com o 
avançar da idade (McMullen et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Valdez al., 2010).  
Durante a fase adulta, quando o grau de acometimento da doença é brando (Pastoret e 
Sebille, 1995a; 1995b), a expressão de b-SG, diferentemente das demais proteínas do CDG e 
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Utrn, não difere entre camundongos distróficos e sadios. Observamos que no envelhecimento (20 
meses) o nível de b-SG reduz dramaticamente. É possível que isto esteja relacionado à piora no 
fenótipo da DMD em camundongos mdx idosos.  
Em pacientes portadores de DMD, o músculo VOC apresenta fibras musculares atróficas 
e com moderada quantidade de fibrose (Manolides e Baloyannis, 1981). Nos camundongos mdx 
idosos, o VOC encontra-se protegido da mionecrose e o CT parcialmente acometido, pois 5-10% 
das fibras acham-se em degeneração (Marques et al., 2007a). Observamos em MIL (incluindo 
VOC e CT) de camundongos mdx idosos diminuição no nível das proteínas do CDG e aumento 
da Utrn comparado com os animais sadios.  Durante o preparo do material para o western 
blotting, o CT não foi separado dos demais MIL. Sendo que o CT é apenas parcialmente 
protegido, o aumento da Utrn pode ser conseqüente ao fato de que parte de suas fibras se 
encontram em regeneração.  
Baseado nestes fatos sugerimos que, no idoso, as proteínas do CDG (b-DG e b-SG) e a 
Utrn, ao contrario do que ocorre nos adultos, parecem não ser, nos MIL, responsáveis pela 
proteção da mionecrose em fibras musculares na fase tardia da doença.   
 
5.3 Proteínas de regulação do cálcio nos MIL de ratos 
  
Em animais sadios, as fibras musculares dos MIL apresentam abundante RS e grande 
capacidade da manutenção da homeostasia do Ca2+ quando comparado aos músculos 
apendiculares (Porter et al., 1996; McLoon et al., 2007; Ferretti et al., 2009). Os EO apresentam 
características fisiológicas e bioquímicas bem como capacidade de regulação ao cálcio 
semelhantes aos MIL (Goding et al., 2005; McLoon et al., 2007), mas diferente dos músculos 
apendiculares (Zeiger et al., 2010).  
A expressão das proteínas SOCE, Orai1 e STIM1, contribui para diferentes características 
musculares (Thornton et al., 2011). Neste trabalho, os MIL de ratos mostraram diminuição de 
Orai1 e aumento de STIM1 comparados ao TA. Assim sendo, é possível que os MIL apresentem 
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maior manutenção dos níveis de Ca2+ regulados pela expressão distinta dos canais STIM1 e Orai1 
comparada com músculo apendicular.  
Sugere-se que a interação entre a Orai1 e STIM1 é regulada por proteínas Ca2+-
dependentes (Scrimgeour et al., 2009).  A proteína reguladora do Ca2+, calmodulina (CaM), 
crucial na regulação da homeostase do Ca2+ intracelular, parece atuar em combinação com 
STIM1 na regulação de Orai1 (Mullins et al., 2009). Sabe-se que os EO apresentam aumento na 
expressão de CaM comparado com músculos apendiculares (Zeiger et al., 2010). Observamos 
que os níveis  de CaM e STIM1 nos MIL e CT mostraram-se aumentados quando comparados 
com TA. É possível que a maior expressão da CaM e STIM1 seja responsável pelo controle da 
expressão de Orai1. 
 
5.4 Proteínas de regulação do cálcio nos MIL de camundongos  
 
Há evidencias de que STIM1 e Orai1, componentes do SOCE (Scrimgeour et al., 2009), 
são ativados e inativados em resposta aos constantes ciclos de contração relaxamento 
(Scrimgeour et al., 2009; Edwards et al., 2010). A necrose das fibras musculares distróficas em 
camundongos mdx parece ser decorrente do aumento exacerbado do Ca2+ intracelular, associado a 
diminuição da capacidade de controle dos níveis intracelulares do Ca2+ durante os prolongados 
tempos de relaxamento (Khurana et al., 1995; Oliendieck et al., 2003). Em cultura de células 
distróficas, os componentes do SOCE parecem desempenhar papel nos mecanismos 
fisiopatológicos da mionecrose (Edwards et al., 2010). O aumento no influxo do Ca2+ parece estar 
relacionado ao desequilíbrio da interação de Orai1 e STIM1, pelo qual o aumento nos níveis de 
Orai1 levariam a diminuição de STIM1 (McCarl et al., 2009).  
Neste estudo, observamos que enquanto os níveis de Orai1 foram semelhantes no TA 
controle e distrófico, os valores STIM1 mostraram diminuídos no TA distrófico comparado ao 
controle. Estes achados estão de acordo com observados por Zeiger e colaboradores (2010). 
Entretanto, não confirmam os níveis encontrados em cultura de células distróficas (Edwards et 
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al., 2010). Isto pode advir do uso de diferentes anticorpos que determinaram proteínas com pesos 
moleculares distintos.  
Os níveis protéicos de Orai1 não puderam ser confirmados pela expressão do mRNA pela 
técnica de PCR em tempo real. Futuros trabalhos seriam necessários para confirmação de nossos 
achados, bem como utilização de diferentes anticorpos primários e conjunta caracterização dos 
níveis de Orai1 nos EO de camundongos mdx.  
O padrão de atividade muscular nos MIL sugere que as fibras tenham grande capacidade 
de manter os estoques de Ca2+ no RS (Hoh et al., 2005; Ferretti et al., 2009). Neste trabalho, não 
observamos diferenças nos níveis das proteínas Orai1 entre os músculos intrínsecos da laringe 
(MIL e CT) controles e distróficos. Entretanto baixos níveis de Orai1 foram encontrados nos MIL 
comparados com músculos apendiculares, similar aos achados encontrados em músculos EO 
(Zieger et al., 2010), o que podem sugerir aumento compensatório na expressão de outras 
isoformas de Orai, como Orai2 e Orai3 ou mesmo tempo reduzido no restabelecimento do 
estoque de Ca2+ (Gwack et al., 2007).  
Observamos que os níveis de STIM1 estão aumentados nos MIL distróficos, enquanto 
que estão diminuídos no TA. Os níveis aumentados de STIM1 nos MIL podem estar relacionados 
ao abundante conteúdo do RS (Porter et al., 1995) ou pela interação com bombas SERCA (Liu et 
al., 2001). Os MIL apresentam níveis abundantes de SERCA em músculos distróficos (Ferretti et 
al., 2009), o que assegurariam maior regulação do SOCE comparado com os músculos 
apendiculares acometidos. 
No SOCE, a proteína STIM1 parece se conectar aos domínios citoplasmáticos da proteína 
Orai1 permitindo a interação com outras proteínas responsáveis pelo influxo do Ca2+, tais como 
canais ativados pelo alongamento da fibra muscular, TRPC (Scrimgeour et al., 2009). O canal 
TRPC1 parece estar aumentado em músculos apendiculares distróficos, o que gera maior influxo 
do Ca2+ levando a fibra muscular a mionecrose (Matsumura et al., 2010). Os EO também 
apresentam maior expressão de TRPC1, possivelmente associada à propriedades bioquímicas e 
fisiológicas de suas fibras musculares, a qual seja conseqüente as contrações musculares super 
rápidas (Zeiger et al., 2010). Neste estudo, observamos aumento na expressão de STIM1 nos MIL 
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e nível normal no CT. É possível que este aumento seja conseqüente a elevação dos níveis de 
TRPC1, que por sua vez seria devido as contrações super rápidas que, diferentemente do CT, 
ocorrem demais MIL. 
Além da função no controle dos níveis do Ca2+, a proteínas STIM1 atuam na miogenese 
(Woo et al., 2010). Assim como ocorre nos EO, os MIL de camundongos mdx adultos continuam 
a expressar fatores embrionários e de diferenciação, como a MyHC embrionária (MyHC-13), 
moléculas de adesão celular neural (NCAM) ou fatores de crescimento ligado a insulina (IGF) 
(McLoon et al., 1996; 2007). A inativação dos genes Orai1 ou STIM1 reduz a atividade SOCE e 
a diferenciação dos mioblastos (Darbellay et al., 2009). Estes achados sugerem que o influxo de 
Ca2+ mediado pela atividade STIM1 ou Orai1 nos MIL pode ser parte da continuidade na 
expressão das isoformas de desenvolvimento (Fraterman et al., 2006).   
Em camundongos mdx a expressão de CaM está aumentada em EO protegidos (Pertille et 
al., 2009; Zeiger et al., 2010) e parece estar relacionada à remodelação muscular e aumento da 
expressão da Utrn (Chakkalakal et al., 2006). Além disso, a CaM parece atuar como sinalizador 
da entrada do Ca2+, ativando os canais SOCE, Orai1 e STIM1, bem como os canais TRPC1 
(Decuypere et al., 2010). Neste estudo, observamos altos níveis de CaM nos MIL distróficos, 
comparados tanto com os respectivos músculos controles quanto com os apendiculares, o que 
sugere que os níveis aumentados de CaM presentes nos MIL distróficos possam estar 
relacionados a regulação dos canais STIM1 na manutenção da homeostase do Ca2+ intracelular.  
 
5.5 PGC-1 alfa nos MIL de camundongos  
 
O PGC-1a desempenha papel na atividade mitocondrial, controlando a liberação das 
EROs e na regulação da capacidade oxidativa, com aumento das kinases adenosina monofosfato 
(AMPK) (Beeson et al., 2012). Em fibras musculares distróficas, o aumento das EROs parece 
estar associado à diminuição de genes mitocondriais no processo de mionecrose (Whitehead et 
al., 2005). Adicionalmente, músculos acometidos pela mionecrose apresentam diminuição na 
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expressão do AMPK, o que poderia, pelo menos em parte, estar relacionado à diminuição do 
PGC-1a (Ljubicic et al., 2011). Neste presente trabalho, observamos diminuição nos níveis de 
PGC-1a em músculos apendiculares de camundongos mdx acometidos pela mionecrose. Sugere-
se que a diminuição nos níveis de PGC-1a estaria relacionado ao aumento das EROs e/ou 
diminuição da capacidade oxidativa envolvido no processo de mionecrose em fibras musculares 
distróficas. 
 Contrariamente ao observado nos músculos apendiculares e diafragma, os MIL 
apresentam maior homeostase do Ca2+(Ferretti et al., 2009). Os MIL apresentam maior 
capacidade oxidativa, características similares aos EO (Goding et al., 2005), o que os predispõem 
a melhor manutenção das EROs (Porter et al., 1998). A associação do PGC-1a com proteínas não 
mitocondriais, como por exemplo CaM, parecem ter papel na sinalização das mitocondrial em 
fibras musculares normais (Wu et al., 2002). Em nossos achados, observamos aumento da 
expressão de PGC-1a e CaM em MIL distróficos. Sugerimos que níveis aumentados de PGC-1a e 
CaM poderiam garantir, pelo menos em parte, manutenção da capacidade oxidativa e equilíbrio 
das espécies reativas de oxigênio.   
 
5.6 Distribuição da Utrn na JNM distrófica 
  
Na fenda sináptica, a Utrn localiza-se na altura das cristas das dobras juncionais 
secundárias (Slater et al., 1997). A Utrn facilita a agregação dos AChRs desempenhando papel na 
maturação das JNM (Deconick et al., 1997a). Na ausência da Utrn, os animais têm sobrevida 
normal, porém apresentam anormalidades na morfologia juncional, como, por exemplo baixa 
densidade de AChRs e menor número de dobras juncionais o que pode resultar em alterações 
funcionais  (Deconick et al., 1997a; Grady et al., 1997). 
Neste trabalho, observamos que as JNM dos MIL de camundongos mdx, a Utrn apresenta 
padrão de distribuição semelhante aos observados nas JNM de músculos esqueléticos de 
camundongos sadios. Entretanto, a Utrn mostrou-se fragmentada em JNM de músculos 
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apendiculares distróficos, distribuindo-se em forma de ilhas e co-localizadas com os AChRs. 
Estes achados sugerem que, em fibras musculares em regeneração, na ausência da distrofina, a 
Utrn seria incapaz de atuar na ancoragem dos AChRs. Junções de músculos distróficos 
extraoculares, protegidos da mionecrose, apresentam elevada expressão da Utrn (Khurana et al., 
1991; Tinsley et al., 1996; Porter et al., 1998) e padrão normal de distribuição dos AChRs na 
JNM distrófica (Marques et al., 2007b).  
O brotamento axonal, durante o processo de regeneração em músculos distróficos 
acometidos, apresentam fina arborização do terminal motor. É possível que o brotamento possa 
coordenar a distribuição dos AChRs na membrana pós-sináptica das JNM distróficas (Santo Neto 
et al., 2003; Marques et al., 2007b; 2007c), pois o terminal motor parece organizar as moléculas 
no sitio de contato nervo-músculo (Sanes e Litchman, 2001). Neste trabalho, observou-se que o 
padrão de distribuição da Utrn colocaliza com os AChRs fragmentados em ilhas, as quais são 
preenchidas por finas arborizações do terminal nervoso. Esses resultados estão de acordo com 
estudos anteriores, nos quais finas arborizações dos terminais nervosos foram observadas em 
músculos distróficos que apresentam ciclos de  degeneração/regeneração (Santo Neto et al., 2003; 
Marques et al., 2007c). Nossos resultados sugerem que o padrão de distribuição da Utrn na 
membrana pós-sináptica das JNM pode estar sob influência dos terminais nervosos.  
  Diversos outros fatores, tais como a laminina, agrina e óxido nítrico sintase (NOS), 
poderiam influenciar a distribuição da  Utrn na JNM.  
Isoformas da laminina, entre as quais a laminina alfa-4, conectam-se à Utrn (Martin et al., 
2003). A laminina alfa-4 se destaca por se unir à agrina, proteína estrutural no sarcolema 
juncional e em conjunto parecem mediar a agregação da Utrn nos AChRs (Deyst et al., 1995). Os 
MIL de camundongos dy3k/dy3k, modelo da distrofia muscular congênita do tipo I, mesmo com a 
ausência da laminina alfa-2 são protegidos do fenótipo da doença, possivelmente pelo aumento 
da laminina alfa-4 (Häger et al., 2009). Enquanto as lamininas estão diminuídas em músculos 
apendiculares distróficos (Patton et al., 1999), os músculos protegidos EO mostraram aumento na 
expressão da laminina alfa-4 (Ketterer et al., 2010).  
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A agrina, durante o desenvolvimento da JMN desempenha papel crucial na agregação dos 
AChRs (Fuhrer et al., 1999; Gautam et al., 1996). A agrina associa-se com a rapsina para manter 
a conexão dos AChRs com distroglicanas, sintrofinas e Utrn (Banks et al., 2003). Nos EO não 
distróficos as proteínas do CDG e agrina estão distribuídas de maneira distinta em relação aos 
demais músculos apendiculares (Khanna et al., 2003).  
A óxido nítrico sintase (NOS) parece atuar como mediador na agregação da agrina, que 
por sua vez pode induzir especializações pós-sinápticas durante o processo de formação dos 
AChRs (Jones e Werle, 2000). As alterações nas JNM em músculos distróficos acometidos 
parecem estar relacionadas à expressão diminuída da NOS, o que contribuiria para diminuição da 
agrina e sinalização retrógrada do terminal nervoso (Urazaev et al., 1995). Os EO de 
camundongos mdx apresentam maior expressão de NOS comparado com músculos apendiculares 
e diafragma (Richmonds et al., 2001).  
Seria interessante que futuros estudos examinassem se a distribuição e expressão de 
laminina alfa-4, agrina e NOS poderia influenciar distribuição da Utrn nas JNM de MIL em 
camundongos mdx. 
 
5.7  Distribuição dos AChRs na JMN 
  
Observamos que nos MIL tanto de camundongos sadios quanto distróficos, os AChRs 
distribuem-se na forma de braços contínuos ao longo das dobras juncionais secundárias. 
Distribuição semelhante foi descrita nas JNM de músculos distróficos do globo ocular de 
camundongos mdx (Desaki et al., 1990; Khanna et al., 2003; Marques et al., 2007b). O padrão de 
distribuição dos AChRs em braços contínuos é tipicamente encontrado em JNM de fibras 
musculares normais (Khanna et al., 2003; Ketterer et al., 2010).  
Nos MIL de camundongos distróficos o padrão de distribuição dos AChRs não se 
mostrou diferente dos sadios: distribuem-se em forma de braços contínuos e placas, sendo que 
receptores em forma de ilhas, como encontrados em JNM de fibras afetadas de camundongos 
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mdx (Lyons e Slates, 1991; Minatel et al., 2001), não foram identificados. Assim, a ausência da 
distrofina nos MIL de camundongos mdx parece não interferir no padrão de distribuição dos 
AChRs, confirmando os achados anteriores para os EO (Marques et al., 2007b). 
A distribuição em forma de ilhas nos músculos distróficos parece estar associada mais ao 
fato de serem fibras musculares regeneradas e menos pela à ausência da distrofina. Isso 
justificaria a existência das diferenças no padrão de distribuição dos AChRs entre os EO, como 
relatado anteriormente (Marques et al., 2007b; 2007c). Dentre os EO, somente o músculo retrator 
do bulbo apresenta fibras em regeneração com receptores em forma de ilhas (Marques et al., 
2007b; 2007c).  
Em nosso estudo não observamos JNM com AChRs distribuídos em ilhas no músculo CT, 
que entre os MIL de camundongo mdx é o único parcialmente acometido pela mionecrose. De 
fato, o CT de camundongos mdx adultos (2 meses) apresenta somente 2,5% das fibras em 
regeneração (Marques et al., 2007a), o que poderia explicar a ausência de AChRs fragmentados 
com padrão de distribuídos em ilhas, nos MIL, neste trabalho. 
Durante a regeneração muscular, o padrão de distribuição dos AChRs ao longo das dobras 
sinápticas secundarias parece ser determinada pelas terminações nervosas. Em músculos 
distróficos, em regeneração, observa-se que o centro dos AChRs em forma de ilhas é preenchido 
por terminações nervosas (Santo Neto et al., 2003; Marques et al., 2007b; 2007c). Da mesma 
forma observa-se aqui que em músculos STN de camundongos mdx, os AChRs foram 
preenchidos por arborizações dos terminais nervosos. 
Alternativamente, à maneira pela qual os AChRs distribuem-se ao longo das dobras 
juncionais dependeria da forma de inervação e fenótipo das fibras musculares. Fibras musculares 
com múltiplas junções neuromusculares apresentam receptores distribuídos em forma de cacho 
de uvas (en grappe), enquanto em fibras com uma única inervação, os AChRs distribuem-se em 
forma de braços contínuos (Sanes et al., 2001; Khanna et al., 2003; Ketterer et al., 2010). As 
fibras musculares com JNM en grappe são tipicamente fibras de contração tônica (Fraterman et 
al., 1996; Khanna et al., 2003). Embora, os MIL apresentem fibras musculares com múltiplas 
JNM (Perie et al., 1997), não foi possível observar AChRs distribuídos en grappe. Interpretamos 
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que este ultimo fato deva-se as dificuldades técnicas inerentes as exigências do microscópio 
confocal para analise de laringe ad integrum.    
Diante disto utilizamos outra metodologia para tentar identificar de fibras com múltiplas 
JNM. Neste caso, procuramos identificar as fibras com múltiplas junções pela marcação da 
acetilcolinesterase (AChE) combinada à imunomarcação de fibras musculares com contração 
tônicas segundo a técnica de Fraterman e colaboradores (et al., 1996). Dentre os MIL, 
observamos fibras com múltiplas JNM somente no músculo CT (Suplemento S2) o qual  é 
considerado tipicamente um músculo de contração lenta e distinto dos demais MIL (Hoh et al., 
2005). Assim, a forma de inervação e o fenótipo das fibras musculares poderiam, pelo menos em 
parte, explicar nossos achados referentes ao padrão de distribuição dos AChRs nos músculos 


































1. A manutenção do nível da b-DG auxiliaria na proteção contra a mionecrose em MIL de 
camundongos mdx adultos.  
 
2. No envelhecimento, a proteção à mionecrose em MIL parece não estar relacionado as 
alterações nos níveis da b-DG, b-SG e da Utrn. 
  
3. A expressão aumentada de CaM e STIM1 em fibras musculares dos MIL de camundongos mdx 
sugere maior capacidade de manter a homeostase do Ca2+, o que poderia auxiliar à proteção da 
mionecrose em camundongos mdx.  
 
4. A expressão aumentada do PGC-1a em fibras musculares dos MIL distróficos, poderia atuar 
como protetor à mionecrose, pois inibiria o aumento de espécies reativas de oxigênio comumente 
encontrada nos músculos distróficos.  
 
5. O padrão de distribuição da Utrn e AChRs não se alterou nas JNM dos MIL de camundongos 
mdx. A expressão juncional da Utrn não previne a distribuição fragmentada dos AChRs em fibras 
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S.1 Niveis da b-DG no CT de camundongos mdx. 
 O nível de b-DG em MIL e CT de camundongos mdx não foi aparentemente diferente do 













Figura S1. Nível da proteína beta-distroglicana (b-DG; 48kDa) em músculos intrínsecos da 
laringe (MIL), cricotireóideo (CT) e tibial anterior (TA) de camundongos controle (Ctrl) e 
distrófico (mdx). A proteína gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizada como 
controle endógeno.  !
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S.2 Distribuição das fibras com múltipla inervação nos MIL. 
 As fibras com múltipla inervação são caracterizadas por apresentarem diversas JNM em 
uma única fibra muscular de contração tônica, do tipo lenta (Fig. S2; A). Observamos fibras do 


















Figura 6. (A) Detecção de fibras com múltiplas JNM por imunofluorescência de miosina do 
tipo lenta (vermelho) combinada com marcação da acetilcolinesterase (AChE); Barra de escala 
= 150µm. (B) Secção transversal para identificação de fibras com múltiplas JNM nos 
músculos intrínsecos da laringe: músculo tiroaritenóideo (VOC) e cricotireóideo (CT) de 






















Certificado do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) concedido pela 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).  
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Declaração da Comissão de Ética no Uso de Animais, Projeto #1463-1, Universidade Estadual de 
Campinas.  !
